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(3) Mikrokapseln 

@ Mikrokapseln mit einer Membranhulle, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafc die Membran herstellbar ist. indem 
inerte Substanzen und/oder Partikel in die sich bildende 
Membran eingelagert und anschlie&end aus der gebilde- 
ten Membran entfernt werden. 
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Mikrokapseln 

Die vorliegende Erfindung betrifft Mikrokapseln mit einer Membranhulle, wie sie z.B. 
zur Immobilisierung von Biokatalysatoren verwendet werden. 

5 

Ein Schwerpunkt biotechnischer Forschung ist die Entwicklung und Applikation von 
Immobilisierungsmethoden. Unter Immobilisierung versteht man die chemische 
und/oder physikalische Bindung von wasserloslichen Biokatalysatoren an einen 
wasserunloslichen-Trager oder den EinscWufi in eine wasserunlosliche Gelmatrix oder 
10 Mikrokapsel, unter Erhaltung der enzymatischen Aktivitat Als inunobilisierte 
Biokatalysatoren werden alle Arten von enzymatisch aktivem Material bezeichnet wie 
Mikroorganismen, isolierte Enzyme, Zellorganellen, pflanzliche und tierische Zellen 
oder Zellgewebe. Sie werden in analytischen, diagnostischen und industriellen 
Verf ahren eingesetzt. 

15 

Es gibt keine universellen Trager. Nur wenn die Anwendung eines biologischen 
Systems definiert ist, konnen die passenden Trager, die Immobilisierungsmethode und 
die Reaktorform ausgewahlt werden, urn eine optimale Einsatzmoglichkeit zu 
erreichen. Bei der Mikroverkapselung und dem Einschlufi in eine Matrix wird der 

20 Reaktionsraum durch eine semipermeable Polymennembran begrenzt, die gut 
substrat- und produktdurchlassig ist, aber vollig undurchlassig fiir das verkapselte 
Material. Um dies eindeutig zu gewahrleisten, muB die Trenngrenze "cut-off* der 
Membran bekannt sein. Unter der Trenngrenze versteht man die Ausschlufigrenze fiir 
ein Makromolekiil bestimmter GroGe, bedingt durch den Porendurchmesser der 

25 Membran. Die Hohe der AusschlulSgrenze wird ing/mol, der molaren Masse des 
Molekiils, welches nicht mehr durch die Membran diffundieren kann, angegeben. Die 
Membran der NaCS/PDADMAC Mikrokapseln (NaCS = Natriumcellulosesulfatj 
PDADMAC = Polydialylldimethylammoniumchlorid - s.u.) ist nur fiir 
niedermolekulare Stoffe (kleiner als ca. 5.500 g/mol) durchlassig und kann nicht durch 

30 die Veranderung der Konzentration eines Reaktionspartners oder der 
Membranbildungszeit im Reaktionsbad variiert werden, wie es bei den Alginat- 
Polylysine-Kapseln moglich ist 

Bei der immobilisierung in Mikrokapseln werden die Biokatalysatoren durch eine 
35 Membran eingeschlossen. Besondere Kennzeichen dieser Mikroverkapselung sind eine 
bestimmte und gleichmafiige Form der Kapsel, hohere mechanische und chemische 
Bestandigkeit als Vollkugeln und ein sehr geringer Verlust an Biokatalysatoren. Die 
geforderten Eigenschaften der gewahlten Ausgangsstoffe sind: 
• Bildung einer hydrophilen permeablen Membran, 

••• •••• •• •••• 

•••• • 

• • ••• • • • • 

• » • • ••• • 

• • • • • • 

•••• •••• • 



:i2J04.3000 



•••• •••• 

••• ••• 



•••• ••• 



BNSDOCI& <OE 29724255Ut_L> 



• • • 



• • •« 
» • • « 

• • • 4 



ALP 9602 (A) GbM 



2 

• Biokompatibiltat beziiglich des verwendeten biologischen Materials, 

• gute physikalische und chemische Bestandigkeit und 

• leichte Kapselbildung. 

5 Die Mikrokapseln (oder Mikrohohlkugeln) werden mit einer Vertropfungsapparatur 
hergestellt, die aus einer koaxialen Doppelkapillarduse bestehL Durch die 
Mantelkapillare wird der Polyelektrolyt und durch die Kernkapillare ein biologisches 
Material, z.B. Biokatalysatoren in Suspension, in ein Reaktionsbad mit geeigneten 
Vernetzerionen vertropft An der Seite kann Luft oder eine Flussigkeit eingeblasen 

10 werden, wenn eine Anderung der Kapselgrofie erwiinscht ist So kann der 
Durchmesser der Kapseln zwischen 0,5 mm und 8 mm variiert werden. Fur das 
NaCS/PDADAMAC Verkapselungssystem (vgl. DD-219 795A1, DD-274 051) wird 
eine NaCS-Losung durch die Mantelkapillare in ein Reaktionsbad mit einer 
PDADMAC-Losung vertropft Die Tropfenbildung erfolgt anhand der schematischen 

1 5 Darstellung in Abbildung 1. 

Der Tropfen hangt mit der Kapillarkraft Fx an der Kapillare, bis er unter seiner 
eigenen Schwere abreifit Die Gewichtskraft F G ist kurz vor dem Abreifien gleich der 
Kapillarkraft F K . Die Kapillarkraft hangt von der Oberflachenspannung der NaCS- 

20 Losung und dem Durchmesser der Mantelkapillare ab. Zur Verringerung der 
Tropfendurchmesser kann der Kapillardurchmesser verringert werden, eine 
oberflachenaktive Substanz in die NaCS-Losung gemischt werden oder dem System 
ein Luftstrom L in axialer Richtung aufgepragt werden. Im letzten Fall liegt dann ein 
Gleichgewicht zwischen Kapillarkraft und der Summe von Windwiderstandskraft und 

25 Gewichtskraft vor. Die Tropfengrofie hangt auBerdem vom Durchsatz der 
Biokatalysatorlosung, von der Viskositat der tropfenbildenden Losung sowie von der 
Viskositat, Dichte und Oberflachenspannung des Reaktionsbades und der Fallstrecke 
ab. Die kugelformige Gestalt der Flussigkeitstropfen wird durch die Tendenz der 
Flussigkeit, ihre Oberflache so klein wie moglich zu halten, bedingt 

30 

Die Membranaufbauieaktion findet im bewegten Reaktionsbad statt Dies beruht auf 
der Bildung von Polyelektrolytkomplexen, die durch die Reaktion von entgegengesetzt 
geladenen Polyelektrolyten entstehen. Das Polyanion ist in diesem System NaCS 7 ein 
Derivat der Cellulose, das bei der Umsetzimg mit Schwefelsaure entsteht Die NaCS- 
35 Losung ist die tropfenbildende Losung. Das Polykation ist PDADMAC Die 
PDADMAC-Losung ist das Reaktionsbad und beinhaltet die Vernetzerionen fur die 
Tropfen. 
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Bei der Polyelektrolytkomplexreaktion bilden sich Hohlkugeln, da die Vernetzung der 
Polymere von aufien nach innen erfolgt Mit fortschreitender Reaktion verzogert sich 
das Wachstum der Membranstarke infolge Verarmung des Kapselinneren an reaktiver 
Komponente und wachsendem Diffusionswiderstand. Es bilden sich asymmetrische 

5 Membranen, deren trennaktive Schicht aufien HegL Durch Zusatz von geringen 
Mengen an NaCS in das Reaktionsbad erreicht man infolge der Abschirmung ionischer 
Gruppen eine lockere Fallungsstruktur, h5here Wandstarken und eine erhohte 
Kapselstabilitat Als Mafi fur die mechanische Stabilitat der Kapseln wird die Kraft 
angegeben, die notig ist, um die Kapseln zu zerstoren. Mit diesem Verfahren konnen 

10 Mikrokapseln mit einer Wandstarke von 20 bis 100 um und einer maximalen Stabilitat 
von 3 bis 5 N gebildet werden. 

In Abbildung 2 sind die Polymerstrukturen des NaCS und des PDADMAC dargestellt 
Das NaCS besitzt als negativen Elektrolyten eine Sulfat-Seitengruppe, das PDADMAC 

15 eine Stickstoff-Seitengruppe als positiven Elektrolyten. Diese reagieren im 
Reaktionsbad durch Bildung von lonenbruckenbindungen unter Abspaltung von 
NaCS. Durch die Reaktion der beiden Polymerelektrolyten bildet sich eine stark 
vernetzte NaCS/PDADMAC-Membran, die nicht wasserloslich imd nicht loslich in 
organischen Losungsmitteln ist Der Einflufi des pH-Wertes auf die Membran ist 

20 gering. Weiterhin konnen anorganische Salze die Membran nicht zerstoren. Sie ist 
nicht licht- oder warmeempfindlich und weist eine hohe mechanische Stabilitat auf. 
Immobilisiert werden konnen Proteine (Enzyme und Hormone), Zellorganellen 
(Mikrosomen), Antikorper (anti-TPO), Mikroorganismen (z.B. Pilze und Bakterien), 
Saugerzellen (Hybridoma) und Zellgewebe (z.B. Langerhanssche Inseln). 

25 

Die Attraktivitat in der Mikroverkapselung von Biokatalysatoren liegt in der einfachen 
Trennimg des verkapselten biologischen Materials vom Produkt bzw. umgebenden 
Medium und ihier Wiederverwendbarkeit, was besonders bei teuren Enzymen und 
aufwendiger oder produktschadigender Aufarbeitung einen grofien Vorteil bieteL Die 

30 Polyelektrolytkomplexe sind zudem mechanisch stabiler als der Einschlufi in eine 
Gelmatrix tmd bieten zusMtzlich die Sicherheit dafi keine Enzyme oder Zellen in den 
extrazellularen Raum gelangen konnen. Sie bilden durch die Membran eine der 
naturlichen Zelle nachempfundene Umgebung. Dadurch ist ein Schutz vor Temperatur 
und pH-Wert Andenmgen gegpben. Ein weiterer Vorteil ist die 

35 Wiederverwendbarkeit der Katalysatoren und die Moglichkeit einer kontinuierlichen 
Prozefifuhrung. Die NaCS/ PDADMAC Mikrokapseln sind biokompatibel. 

Werden Enzyme in Mikrokapseln immobilisiert, wird die Kinetik der enzymatischen 
Reaktion durch Diffusionsvorgange iiberlagert Limitierend wirken die Diffusion des 
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Substrats durch die stationare Grenzschicht zwischen Losung und Kapsel, die 
Diffusion von der Oberflache in die Porenstruktur der Kapsel sowie die Ruckdiffusion 
des Produktes aus der Porenstruktur und die Diffusion durch die Grenzschicht Die 
Diffusionslimitierung wird bei Enzym-Membranreaktoren, einer weiteren Moglichkeit 
der Membrantrennung, weitgehend vermieden. Hier tritt aber eine Desaktivierung der 
Enzyme durch Scherkrafte auf, die beim Umpumpen der Enzymsuspension bei 
kontinuierlichen Prozessen hervorgerufen werden. Dieser Reaktor wird erfolgreich in 
der Technik zur kontinuierlichen L-Aminosaure-Produktion durch katalytische 
Racemattrennung von N-Acetyl-D,L-methionin eingesetzt Einen Vorteil bietet die 
Diffusionslimitierung nur fur die Verkapselung von Multienzym-Systemen, da dann 
die Reaktion mit mehreren Enzymen moglich wird. Ein weiterer Nachteil ist die 
Enzym-Desaktivierung bei der lmmobilisierung. Dies kann durch die Immobilisierung 
von Enzymen in ganzen Zellen eingeschrankt werden, was jedoch den 
Diffusionswiderstand fiir Substrat und Produkt durch die zusatzliche Zellwand 
erhoht 



20 



25 



30 



35 



Die Mikrokapseln werden daher eher fur Verfahren in der Zellkulturtechnik, der 
medizinischen Therapie oder der Sicherheitsfermentation angewendet In der 
Sicherheitsfermentation ist die Mikroverkapselung ein Verfahren, das die Arbeit mit 
gentechnisch veranderten Mikroorganismen unter Beriicksichtigung des Gentechnik- 
Gesetzes und der Gentechnik-Sicherheitsverordnung erleichtert In der Medizin 
werden Mikrohohlkugeln zur Herstellung kttnstlicher Organe verwendet, die 
entweder als Implantat oder extrakorporal eingesetzt werden. Dabei werden sowohl 
korpereigene als auch fremde Zellen genutzt, urn stoffwechselphysiologische oder 
genetisch bedingte Defekte auszugleichen, da durch die Polymermembran eine 
Immunbarriere geschaffen wird. In der Zellkulturtechnik wird die Schutzfunktion der 
Membran vor auftretenden Scherkraften (Ruhrer, Gasblasen) genutzt, urn hohe 
Zelldichten und damit hohe Produktivitat zu erzielen. Zusatdich wird durch die 
Membran eine effektive Zellzuriickhaltung zur Etablierung kontinuierlicher Prozesse 
bei gleichbleibend hohen Zelldichten erreicht Versuche auf diesem Gebiet waren mit 
verschiedenen Systemen erfolgreich. Fiir die Produktion stabiler Proteine ist es oft 
wunschenswert, diese in der Kapsel zuriickzuhalten, um ein geringeres Volumen 
aufarbeiten zu miissen. Fur eine Applikation in vivo ist es jedoch erforderlich, dafi das 
Produkt die Kapsel verlassen kann. 

Es konnen weitere Laborbeispiele fur das NaCS/PDADMAC-System gefunden 
werden wie die Immobilisierung von Yarrowia lipolytica Zellen zur 
Zitronensaureproduktion, wobei die Zellen uber lange Zeit aktiv waren; die 
Verkapselung von Invertase, die durch den Diffusionsprozefi limitiert war; die 



• • • •• 



• • • 
• • 



■ •••• •••• 

• • * 

• ••• ••• 



BNSOOCID: <DE 29724255Ut_L> 



25 



30 



ALP9602(A)GbM 



4 • « «• • 

• • • • m ♦ • ♦ 

» ••••• t • • • • 

• •••• •••• 

• ••• ••• »• • •* 



5 

Coimmobilisierung von Yarrowia 1. Zellen und Invertase; die Verkapselung von 
Urease, die eine hohere Stabilitat, aber geringere Aktdvitat als native Urease durch die 
Reaktion mit dem restlichen Cellulosesulfat zeigte und die Immobilisierung von 
Penicillium raistrickii i 477, wobei eine hohere Biotrockenmasse als bei freien Zellen 
5 festgestellt werden konnte. 

Diese Beispiele geben einen kleinen Einblick in die heutige Anwendung mit 
immobilisierten Biokatalysatoren. Es geht weit fiber die Anwendung in 
konventionellen Fermentersystemen wie Bierherstellung, Gewinnung von Essigsaure 

10 aus Alkohol und in der Abwasserreiniguag hinaus. Je nach Anwendungsfall sind die 
Anforderungen verschieden. Allgemein sollte die Festigkeit der Kapseln einen Einsatz 
in konventionellen Fermentersystemen ermoglichen, Materialien und Methoden sind 
auf ihre scMdigende Wirkung auf Organismen zu iiberprtifen, die Ausschlufigrenze 
sollte bekannt und wenn moglieh einstellbar sein und Nahrstoffe imd 

15 Wachstumsfaktoren mussen die Membran ungehindert passieren konnen 

Am Beispiel des NaCS/PDAMAC- Systems wird deutlich, dafi fiir die Anwendung 
der Mikrokapsel die Ausschlufigrenze der Kapselhulle von entscheidender Bedeutung 
ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, die Grdfie der 
20 Ausschlufigrenze in einem bestinunten Bereich variabel und voreinstellbar zu machen. 
Dadurch sollen Mikrokapseln zu Verfiigung gestellt werden, welche den Durchgang 
von Substraten oder Produkten durch die Hiille bis zum einer vorwahlbaren 
MolekiilgrSfie erlauben. Insbesondere soli die auf ca. 5000g/mol begrenzte 
Ausschlufigrenze von NaCS/PDAMAC Mikrokapseln erweitert worden. 



Diese Aufgabe wird durch eine erfindungsgemafie Mikrokapsel mit einer 
Membranhulle gelost bei denen die Membran dadurch herstellbar ist, dafi inerte 
Substanzen und/ oder Partikel in die sich bildende Membran eingelagert imd 
anschliefiend aus der gebildeten Membran entfernt werden. 



Durch die Einlagerung von inerten Substanzen oder Partikeln, welche an der 
Membranbildungsreaktion nicht teilnehmen, und welche nach Abschlufi der 
Membranbildung aus dieser entfembar sind, ist es uberraschenderweise gelungen, die 
wichtige Membraneigenschaft der Ausschlufigrenze beeinflussen zu konnen. Durch 
35 eine entsprechende Wahl der inerten Substanzen/Partikel und ihre Konzentration ist 
es dabei steuerbar geworden, welche Porengrofie in der resultierenden Membran 
erzielt wird. 



•••• 
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Vorzugsweise werden die erfindungsgemafien Mikrokapseln mit Membranen aus 
Polyelktrolytkomplexen gebildet Bei diesen Komplexen kann es sich z.B. um solche 
handeln, die aus Natriumcellulosesulfat (NaCS) und 

Polydialylldimethylammoniumchlorid (PDAMAQ gebildet sind. 

5 ■ 

Bei den inerten Substanzen handelt es sich vorzugsweise Polyalkohole, ganz besonders 
bevorzugt um Polyethylenglykol (PEG). Polyethylenglykole (PEG) sind wasserlosliche 
Polymere von fiber Atherbindungen polymerisiertem Ethylenglykol mit linearer 
Sekundarstruktur. Die Formel ist HO(C 2 H40) n H. 

10 

PEG wird in der Technik zur Fallung von Proteinen benutzt Die Gemische konnen 
anschliefiend mit der Ultrafiltration getrennt werden. Ein weiterer 
Anwendungsbereich ist die Verwendung von PEG mit einer molaren Masse von 10.000 
und 20.000 g/mol als Bindungspartner fiir Coenzyme in Membranreaktoren zur 
15 Herstellung von Aminosauren. Die Beispiele belegen die physiologische 
Unbedenklichkeit des PEG, da es weder auf Proteine noch auf Coenzyme toxisch 
wirkt 

Bei den inerten Partikeln kann es sich um Wologische Zellen, Liposomen oder Ca- 
20 Alginat handeln. Diese Aufzahlung ist jedoch nicht vollstandig. Geeignet sind alle 
Partikel, die bezuglich der Membranbildimgsreaktion inert sind (d.h. hieran nicht 
teilnehmen), und welche sich anschliefiend aus der Membran entfernen lassen. Diese 
Entfernung kann z.B. durch ein Auswaschen der Partikel oder Substanzen stattfinden. 

25 Vorzugsweise haben die erfindungsgemafien Mikrokapseln eine Membran 
Ausschlufigrenze, welche iiber 5000 g/mol liegt, ganz besonders bevorzugt iiber 
100.000 g/mol bzw. 300.000 g/mol. Derartig hohe Ausschlufigrenzen waren z. B. bei 
den bekannten NaCS/PDADMAC-Systemen nicht erreichbar und bekannt 

30 Die erfindungsgemafien Mikrokapseln haben einen Durchmesser von 0,1-10 mm, 
vorzugsweise 0,8-8 mm. Die Dicke ihrer Membranhiille Uegt bei 10-200 um, 
vorzugsweise 20-100 jim. 

Die Herstellxmg der erfindungsgemafien Mikrokapseln erfolgt in folgenden Schritten: 
35 a) aus einer Zentralkapillare tritt das Fiillmedium fur die Mikrokapseln aus, 

b) aus einer Mantelkapillare, welche die Zentralkapillare konzentrisch umschliefit, tritt 
eine erste membranbildende Komponente aus und umhiillt den Austrittstropfen des 
Fiillmediums, 
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c) der sich von den Kapillaren ablosende Tropfen aus erster membranbildender 
Komponente und Fiillmedium fallt in eine zweite membranbildende Komponente, 
in welcher dann die Reaktion zur Bildung der Membranhiille stattfindet, 

wobei 

5 die erste und/oder die zweite membranbildende Komponente inerte Substanzen oder 
Partikel enthait, welche nach Ausbildung der Membran aus dieser entfernt, 
vorzugsweise ausgewaschen, werden. 

Durch den Zusatz der inerten Substanzen/ Partikel in die membranbildenden 
10 Komponenten werden diese bei der Ausformung der Membran dort eingelagert 
Durch den anschlieBenden Schritt der Entfernung (zum Beispiel durch Auswaschen) 
werden die inerten Substanzen sodann aus der Membran entfernt und hinterlassen 
dort entsprechende Lucken. 

15 Bei dem beschriebenen Verfahren ist die erste membranbildende Komponente 
vorzugsweise NaCS und die zweite membranbildende Komponente PDADMAC. 

Als inerte Substanz findet bei dem Verfahren vorzugsweise PEG Verwendung. Das 
PEG hat dabei vorzugsweise ein Molekulargewicht von 400-10.000 g/mol und wird 
20 mit einer Konzentration von weniger als 5 Gewichts Prozent, ganz besonders 
bevorzugt weniger als 2 Gewichts Prozent in der membranbildende Komponente 
eingesetzt 

Das Verfahren wird ferner vorzugsweise so durch gefiihrt dafi die Mantelkapillare 
25 konzentrisch von einer zweiten Mantelkapillare umgeben ist, aus welcher ein Medium 
stromt, welches die Tropfenformtmg unterstutzt Dieses Medium ist vorzugsweise Luft 
oder eine Flussigkeit 



Die Tropfenbildung in der Kapillare erfolgt vorzugsweise bei erhdhter Temperatur, 
30 insbesondere in ein Bereich von 30-40°C Gerade bei NaCS hat sich einer derartige 
Erhohung der Temperatur als vorteilhaft erwiesen. 



Die erfindungsgemafien Mikrokapsel konnen verwendet werden, tun biologische 
Zeilen einzuschliefien. Hierbei kann es sich insbesondere um lebende Insekten- oder 
35 Pflanzenzellen handeln. Derartige Zeilen konnen insbesondere fur eine Infektion mit 
rekombinanten, veranderten oder Wildtjrp-Viren, Virionen und DNS verwendet 
werden. 
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Im folgenden werden die erfindungsgemafien Mikrokapseln und ihre Herstellung 
anhand eines Ausfiihrungsbeispiels naher erlautert 

Fur die Herstellung der Mikrokapseln werden zu Beginn des jeweiligen 
5 Verkapselungsverfahrens die membranbildende Komponente und das Reaktionsbad 
hergestellt Dafur werden je Charge die NaCS-Losung mit 35 g/1 NaCS und die 
PDADMAC-Losung mit 65 g/1 PDADMAC (38,5%ig) + 9 g/1 Nad (0,9%ig) in 
Phosphatpuffer (pH 6,8) angesetzt Es werden vier Chargen fiir folgende 
Untersuchungen hergestellt 
10 1. fur die TOC-Wert Bestimmung der Kapselaufbewahrungspuffer von den Kapseln 
mit unterschiedlichen PEG-Konzentrationen in der Membran, 

2. fiir die Immobilisierung von Cytochrom C und dem E.coli-ZellaufschluC in Kapseln 
mit unterschiedlichen PEG-Anteilen in der Membran, 

3. fur die Immobilisierung des Proteingemisches (Combithek, Boehringer, Mannheim) 
15 in Kapseln mit unterschiedlichen Konzentrationen und verschiedenen molaren 

Massen an PEG in der Membran, die TOC-Wert Bestimmung der 
Kapselaufbewahrungspuffer von Kapseln mit PEG unterschiedlicher molarer Masse 
in der Membran und deren Stabilitatsmessung, und 

4. fur die Stabilitatsmessung der Kapseln mit unterschiedlichen PEG-Konzentrationen 
20 in der Membran, 

Um die Verkapselung steril durchzufuhren, werden die Losungen, die Vorlagegefafie, 
die Verkapselungsapparatur mit Schlauchen, die Behalter fiir das Reaktionsbad mit 
Riihrer und die Probenbehalter zum Aufbewahren ohne Vergleichsgefafi autoklaviert 
25 (120°C,30min). 

Das Verkapselungsverfahren und die gesamte Apparatur wird im folgenden am 
Beispiel der Kapselsynthese von Kapseln ohne PEG in der Membran und einer 
Proteinlosung in der Kapsel erlautert Die Proteinlosung und die NaCS-Losung 

30 werden in SCHOTT-Glasern vorgelegt und mit der Schlauchpumpe 
(Schlauchdurchmesser: NaCS-Losung: 3 mm, Proteinlosung: 0,5 mm) in die 
Vertropfungsapparatur gepumpt Die Massenstrome der NaCS-Losung und der 
ProteinlSsung werden durch Auswiegen einer Menge an NaCS-L6s\mg oder 
Proteinlosung in einer bestimmten Zeit wie folgt bestimmt 

35 1. Einstellung: 29 f 74 mg NaCS/s; 1,46 mg Proteinlosung/ s 
2. Einstellung: 35,68 mg NaCS/s; 1,75 mg Proteinlosung/ s 

Die Losungen werden mit der 1. Pumpeneinstellung zur Vertropfungsapparatur 
gepumpt In Abbildung 3 ist der Verkapselungsprozefi schematisch dargestellt 

: : : 
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Aus der Vertropfungsapparatur tropfen die Losungen in das bewegte Reaktionsbad. 
Das Reaktionsbad mit der PDADMAC-Ldsung hat immer das 3fache Volumen der 
vertropften kapselbildenden NaCS-Losung. Die Fallstrecke (ca. 0,5 m) und die 
5 Riihrergeschwindigkeit (laminare Stromung) werden so eingestellt, dafi sich die 
Kapseln gut ausbilden konnen ohne deformiert zu werden. 

Die Kernkapillare der Vertropfungsapparatur hat einen Innendurchmesser di =0,5 mm, 
die Mantelkapillare einen Innendurchmesser di = 1,0 mm und der Luftkanal einen 
Durchmesser Dl = 5 nun Die Riihrzeit im Reaktionsbad betragt 45 min. Nachdem die 
10 Membran ausgebildet ist, werden die Kapseln griindlich und schnell mit Puffer 
(4fache Menge des Reaktionsbades) und VE-Wasser (2-fache Menge des 
Reaktionsbades; VE = vollentsalzt) gewaschen und in den Aufbewahrungspuffer 
gegeben. 

15 Als Polymer kommt Polyethylenglykol PEG (Merck-Schuchardt, Hohenbninn) in 
Frage. Dabei ist zu klaren, 

1. ob PEG aus der Kapselmembran ausgewaschen wird, 

2. ob die Anderung der PEG-Konzentration bei konstantem Molekulargewicht die 
Ausschlufigrenze andert und, wenn dies nicht zutrifft, 

20 3. ob die Ausschlufigrenze im direkten Zusammenhang mit der Variation des PEG- 
Molekulargewichtes steht 

Zu 1: Um das Auswaschen des Polyethylenglykols zu uberpriifen, wurde PEG 10.000 
dem NaCS und dem PDADMAC jeweils zu 2, 3, 4 und 5 % zugesetzt , mit dem 

25 Gemisch Kapseln hergestellt und anschliefiend in 0,9 %iger NaCl-Losung aufbewahrt 
Weiterhin erfolgte die Zumischung nur in je einem der Kapselkomponenten. Ein 
weiterer Schritt war das Untersuchen des Auswaschvorganges mit PEG 
unterschied lichen Molekulargewichtes, aber gleicher Konzentration im NaCS und 
PDADMAC Dazu wurde PEG der Grofie 400, 1000, 3000, 6000, 10.000 und 

30 20.000 g/ mol den Kapselkomponenten zu 2 % zugemischt, Kapseln hergestellt und in 
physiologischer Kochsalzlosung aufbewahrt 

Anhand der Analyse der Aufbewahrungslosung auf ihren Gehalt an organischem 
Kohlenstoff sollte iiberpriift werden, ob PEG aus der Membran ausgewaschen wird. In 
regelmafiigen Abstanden wurden deshalb von der Aufbewahrungslosung je 5 ml 
35 Probe entnommen und mittels TOC-Messung auf ihren organischen Kohlenstoffgehalt 
untersucht 

Zu 2: PEG 10.000 wurde 2 und 3 %ig den Kapselkomponenten zugemischt und mit den 
Mischungen zum einen Cytochrom C (Merck, Darmstadt) verkapselt Zum zweiten 
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wurde PEG 10.000 zu 0.5, 1, 2 und 3% zugemischt und damit ein Proteingemisch 
(Combithek, Boehringer Mannheim) verkapselt Die Kapseln lagerten im Kuhlschrank 
bei 4°C in Phosphatpuffer und nach drei Tagen wurde der Puffer durch 
Gelelektrophorese auf Proteine iiberpriift 



Zu 3: NaCS und PDADMAC wurde jeweils 2 % PEG mit dem Molekulargewicht 400, 
1000, 3000, 6000, 10.000 und 20.000 zugemischt und damit ein Proteingemisch 
verkapselt Lagerung und Probenahme und -analyse entspricht Punkt 2. 



10 Die entspiechenden Mengen an PEG werden in die membranbildenden Komponenten 
(entweder in beide oder in eine) gemischt, ohne innere Losung vertropft, gewaschen 
und in den Aufbewahrungspuffer gegeben. 

Es wird mit einer Zumischung von 5% PEG mit einer molaren Masse von 10.000 g/mol 
15 (PEG 10.000) in die beiden Kapselpolymere begonnen. Dafiir werden 50 ml NaCS- 
Losung und 150 ml PDADMAC-Losung mit 5% PEG 10.000 gemischt Die NaCS/PEG- 
Losung wird mit einem Massenstrom von 29,74 mg/s vollstandig in das 
PDADMAC/ PEG-Reaktionsbad vertropft Die Tropfen werden 45 min geruhrt, mit 
900 ml Phosphatpuffer und 450 ml dest HbO gewaschen. 

20 

Im nachsten Versuch wird PEG 10.000 mit Konzentrationen von 2%, 3% und 4% in 
beide Kapselpolymere gemischt Aus diesen Ldsungen werden Kapseln hergestellt 
denen PEG entweder in beide oder in eine der beiden Losungen gemischt wird. 
Gleichzeitig werden aus diesen Losungen Kapseln ohne PEG in der Membran 
25 hergestellt Fur jede Kapselherstellung werden 50 ml der kapselbildenden Losung in 
150 ml des Reaktionsbades vertropft Die Tropfen werden wie bereits beschrieben 
geriihrt, gewaschen und in den Aufbewahrungspuffer gegeben. 

Weiterhin werden die Zugabe verschiedener molarer Massen des PEG auf ihre 
30 Wirkung auf die Kapseln untersucht Der Auswaschprozefi wird fur die Zumischung 
von 2% PEG mit einer molaren Masse von 400, 1.000, 3.000, 6.000, 10.000 und 
20.000 g/mol und ohne PEG in beide Kapselpolymere bestimmt Der Vorgang wird fur 
die Zumischung einer molaren Masse kurz erlauterfc 

35 Die NaCS/PEG-Ldsung wird 5 min in das PDADMAC/ PEG-Reaktionsbad (100 ml) 
vertropft Bei dem eingestellten Massenstrom des NaCS mit 29,74 mg/s werden ca. 700 
Kapseln hergestellt Nach 45 min Riihren im Reaktionsbad werden die Kapseln mit 
200 ml H2O und 400 ml Phosphatpuffer gewaschen und in 100 ml 
Aufbewahrungspuffer gegeben. 

........ 1 : i 
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Die Untersuchungen haben gezeigt, dafi die Kapselstruktur durch die Zugabe kleiner 
Mengen an PEG in die Kapselpolymere in ihrer Struktur verandert werden konnen, 
ohne an StabilitSt zu verlieren. 

5 

Auch die Gr6fie der PEG-Molekiile hat einen Einflufi auf die Kapselstruktur. PEG mit 
sehr kleiner molarer Masse (400 g/mol) diffundiert aus der Membran heraus. Seine 
GroGe reicht nicht aus, urn die Membranstruktur so aufzulockern, dafi eine hohere 
Ausschlufigrenze erreicht werden kann. Sehr grofie PEG-Molekiile (20.000 g/mol) sind 
1 0 dagegen schwerer aus der Membran zu losen. 

Aufgrund der durchgefuhrten Untersuchungen wird die PEG-Zugabe vorzugsweise 
auf 1% bis 3% PEG 10.000 und 2% PEG 6.000 in beide Kapselpolymere eingegrenzt 
Diese Kapseln sind fur Molektile mit einer relativen Molekiilmasse von mindestens 
15 240.000 durchlSssig. Die AusschluCgrenze lafit sich durch die Zugabe von den 
verwendeten PEG-Konzentrationen oder mplaren Massen des PEG in die 
Kapselpolymere variieren. 

Ein fakultativ anaerobes Bakterium wie beispielsweise Escherichia coli zeigt Anzeichen 
20 einer Sauerstofflimitierung bei Einsatz von Kapseln mit einem Durchmesser von mehr 
. als 400 |im bei Kultivierung. Bei Applikation in der Zellkulturtechnik (Spodoptera 
frugiperda, Sf 9) wurden Sauerstofflimitierungen erst ab einem Durchmesser von 
800 jxm gemessen. Daher sind fiir den Einsatz aerober Bakterien oder Hefen Kapseln 
mit Durchmessern um 400 jim und bei Einsatz in der Zellkulturtechnik mit 800 jim 
25 erwunscht Durch eine geringe Modifikation des Verfahrens konnte der Durchmesser 
der Kapseln wesentlich verkleinert werden. Statt eines gasformigen Fluides 
(vorzugsweise sterile Luft) wurde ein fliissiges Tragerfluid eingesetzt Die 
Kapseldurchmesser konnten bis auf einen Durchmesser von 0,5 mm reduziert werden. 

30 Bei einer Variante des erfindungsgemafien Verkapselungs- und 
Kultivierungskonzeptes mit der Moglichkeit, in demselben Riihrreaktor verkapseln 
und kuJtivieren zu konnen, werden Kontaminationsquellen und aufwendige 
Arbeitsschritte eingespart 

35 Ausgehend vom Reaktor, der das Abtrennen von fliissigem Tragerfluid und 
PDADMAC einerseits und der vollstandigen Riickhaltung der Kapseln im Kessel 
garantiert erfolgen die drei Arbeitsschritte Verkapselimg, Spiilyorgang und 
Medienzufuhr sowie Kultivierung im selben Gefafi. Im Gegensatz zum bisherigen 
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Verfahren kann im PDADMAC beim Kapselherstellungsprozefi der 
Sauerstoffpartialdruck pOi gemessen, mitverfolgt und ggf. geregelt werden. 

Als flussiges Tragerfluid kann perfluorierte Inertflussigkeit verwendet werden. In der 
5 Inertfliissigkeit lost sich Sauerstoff urn ein Vielfaches mehr als in wafirigen Losungen. 
Wird die Fliissigkeit vor dem Verkapselungsprozefi mit Sauerstoff gesattigt, so gibt sie 
diesen bei der Kapselherstellung langsam an das PDADMAC ab und dient somit 
zusatzlich als Sauerstoffspeicher. 

10 Die Immobilisierung in NaCS/ PDADMAC Kapseln vereint einige wichtige Vorteile: 
Sie haben eine hohe mechanische Stabilitat und konnen als Minimembranreaktoren 
bezeichnet werden, die unter sterilen Bedingungen arbeiten. Sie grenzen das 
immobilisierte biologische Material von dem Umgebungsvolumen ab und erleichtern 
dadurch die Produkttrennung sowie die Arbeit mit gentechnisch veranderten 

15 Mikroorganismen. 

Die Erhohung der Ausschlufigrenze dieser Membran erweitert ihren 
Anwendungsbereich deutlich. Zum einen konnen niedermolekulare Stoffe, wie 
Glucose und Sauerstoff, durch grofiere Poren besser diffundieren, zum anderen ist es 
20 moglich, dafi hohermolekulare Stoffe, wie Proteine, Polysaccharide und Viren, durch 
die Membran diffundieren konnen. 
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Schutzanspriiche 

1. Mikrokapseln mit einer Membranhiille, 
dadurcb gekennzeicbnet, daB die Membran herstellbar ist, indem inerte 
Substanzen und/oder Partikel in die sich bildende Membran eingelagert und 
anschliefiend aus der gebildeten Membran entfemt werden. 

2. Mikrokapseln nach Anspruch 1, 
dadurcb gekennzeicbnet, daO die Membran aus Polyelektrolyten besteht 

3. Mikrokapseln nach einem der Anspriiche 1 oder 2, 

dadurcb gekennzeicbnet, daB die Membran aus Natriumceilulosesulfat (NaCS) 
und PolydialyUdimethylammoniumchlorid (PDADMAQ gebildet wird. 

15 4. Mikrokapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 

dadurcb gekennzeicbnet, daB die inerten Substanzen Polyalklohole, vorzugsweise 
Polyethylenglykol (PEG) sind. 

5. Mikrokapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 

20 dadurcb gekennzeicbnet, daB die inerten Partikel biologische Zellen, Lysosomen 

oder Ca-Alginat sind. 

6. Mikrokapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 

dadurcb gekennzeicbnet, daB die Membranausschlufigrenze iiber 5000 g/ mol liegt, 
25 vorzugsweise ttber 100.000 g/mol, ganz besonders bevorzugt iiber 

200.000 g/mol. 

7. Mikrokapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 

dadurcb gekennzeicbnet, daB sie einen Durchmesser von 0,1 bis 10 mm, 
30 vorzugsweise 0,8 bis 8 mm haben. 

8. Mikrokapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 

dadurcb gekennzeicbnet, daB die Membranhiille eine Dicke von 10 bis 200 n.m, 
vorzugsweise 20 bis 100 Jim hat 

35 
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